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論 文 内 容 要 旨
肝移植 にお け る ドナー不 足解決の手段 と して心 停止 ドナーか らの移植が注 目され,成 績 向上 に
向 けて温 阻血 再灌 流障害軽 減の研 究がな されてい る。 そ うしたなか,温 阻血 を被 った肝 グ ラフ ト
に対 し,冷 保 存前 に常温酸素化 灌流 を行 いエネルギー代謝 を改善 させ ることで,グ ラフ ト機能改
善,ア ポ トー シス抑制効果 が もた らされ る事が報告 され ている。 しか し,そ の細胞 障害抑制 の機
序 につ いては明 らかに な っていなか った。本研究 では,そ のグ ラフ ト障害 軽減 の機序 解明 を 目的
として,分 子 生物学 的解析 を行 った。 また,温 阻血 再灌流障害 において は,再 灌流 時 に生ず る活
性酸素 種 が重 要 な役 割 を担 ってい ることか ら,ラ ジカル スカベ ンジャーであ るエ ダ ラボ ンを前灌
流液 に添 加す ることに よ り,再 灌流 障害抑制 に相加 効果が得 られるかを検討 した。
ラ ッ ト肝 を用 い,以 下の4群 を作成 してexvivo摘出肝再灌 流実験 を行 った。A)心 拍動群:
心拍動下 に肝 を摘 出 した群 。B)心 停止群:開 胸 によ る呼吸停止か ら心 停止 を誘 導 し,温 阻血 を
加 えた群 。C)冷 保存 前灌流群:温 阻血後,冷 保 存前 に酸素化 灌流 を行 った群。D)冷 保 存前灌
流+エ ダ ラボ ン群:冷 保 存前 灌流群 と同様の操作 を行 い,灌 流液 ・保存液 にエ ダラボ ンを添加 し
た群。 さ らに,エ ダラ ボ ンの添加時期 によ り3群 を細分 した。D-1)エダ ラボ ン前灌 流液添加群;
冷保存前 灌流液 にの みエ ダラボ ンを添加 した群。D-2)エダラボ ン全過 程添加群:前 灌 流液 ・保
存液 ・再 灌流 液全 て にエダ ラボ ンを添加 した群。D-3)エダ ラボ ン再灌流液 添加群:再 灌 流液 に
のみエ ダ ラボ ンを添 加 した群。 いずれ の群 も,温 阻血時間 は30分間,冷 保存前 灌流 は30分間,
冷保存 は6時 間,再 灌 流 は1時 間 と した。 エ ダ ラボ ンは,灌 流液,保 存 液 中 に1mg/1の濃 度で
添加 した。再 灌流時胆 汁産生量,灌 流液 中肝逸 脱酵素,肝 組織 中MDA量,組 織 学的所 見,ウ ェ
スタ ンブ ロ ッテ ィング法 によ るMAPKs活 性お よびアポ トー シス関連蛋 白発 現 を検討 した。
冷 保存 前灌 流 を行 う ことによ り,灌 流 液 中肝逸脱 酵素 の 減少,肝 組織 中MDA量 の減 少,組
織学 的虚血性 変化 の軽 減 が認 め られた。 冷保存前 灌流液ヘ エダ ラボ ンを添加す ることで,胆 汁産
生量 の増加,TUNEL陽 性 細胞の減少 が有意 とな った。MAPKsの 検討 にお いては,心 停止 群で
JNKが 著明 に活性 化 され たが,冷 保存前灌流 を行 うことによ り心拍動群 と同程 度 まで活性 が抑
制 され た。 心 停止 群 にお け るP38MAPK,ERKの 活 性化 は軽微 であ ったが,こ れ ら も冷 保存
前灌流 に よ り抑制 された。
冷保 存前灌 流 によ りグラフ トの細胞 障害抑制 ・機能 改善 が得 られた。 障害軽減 の機序 と して,
エ ネ ル ギ ー代 謝 改 善 に よ るオ ンコー シス/ネ ク ロー シスの抑 制,細 胞 障害 性 に働 くと され る
JNK,p38MAPKシ グナル抑制 による障害軽 減が考 え られ た。 また,冷 保存前灌 流液へ のエダ
ラボ ン添 加 によ り,更 な る細胞障害抑制 ・機能 改善 が認め られ,エ ダ ラボ ン添加 冷保存前灌 流が
心停止 グ ラフ トを用 いた移植 において有望な一 手段 とな りう ることが示 唆 され た。
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審 査 結 果 の 要 旨
肝 移植 にお ける ドナー不 足解決 の手段 と して心 停止 ドナーか らの移 植 が注 目され,成 績 向上 に
向 けて温 阻血再 潜流 障害軽 減の研究 がなされてい る。 そ う したなか,温 阻血 を被 った肝 グ ラフ ト
に対 して冷保 存前 に常温酸素 化灌流 を行 い,エ ネルギー代謝 を改善 させ る ことで,グ ラフ ト機能
改善,ア ポ トー シス抑制効 果が もた らされ る事が報告 されて いる。 しか し,そ の細胞 障害抑制 の
機 序 につ いては明 らかに されて いなか った。本研究 では,そ の グラ フ ト障害軽減 の機 序解明 を 目
的 と して,分 子生 物学的解析 を行 って いる。検討 の結果,冷 保 存前灌流 を行 うこ とに よ り,灌 流
液 中肝逸 脱酵素 の減少,肝 組織 中MDA量 の減少,組 織 学的虚 血性 変化 の軽減 が認 め られた。
更 に,ウ ェス タ ンブロ ッテ ィングを用 いた細胞 内 シグナル の検 討 において,JNK,p38MAPK
とい った フォス フ ォキ ナーゼの活性 化抑制 が認 め られ た。 冷保存 前灌 流 によ るMAPKs活 性 の
抑制 は,本 研究 で初 めて認 め られた知見であ る。JNK,p38MAPKは 虚血 再灌流障害 にお いて
細胞 障害 性 に作用 す ることが知 られてお り,本 研 究 にお ける細 胞障害軽減 の機序 と しては,エ ネ
ル ギー代謝 改善 に よるオ ンコー シス/ネ クロー シスの抑 制,お よびJMK,p38MAPKシ グナル
の抑 制 が考 え られ た。
また,温 阻血 再灌流 障害 にお いては,再 灌流時 に生 ず る活性酸素種 が重要 な役 割を担 ってい る
こ とか ら,ラ ジカルスカベ ンジ ャーであるエダラボ ンの再灌流 障害抑 制効果 が報 告 され てい る。
本研 究で行 う冷 保存前灌流 は,グ ラフ トのエ ネル ギーステイ タスを改善 す る反面,再 酸素化 その
ものであ る ことか ら,冷 保 存前 に再灌流障害 を引 き起 こす ことが危惧 され る。 そ こで,冷 保存前
灌流液 とエダラボ ン添加 を組 み合わせ る新 しい方法 を考案 し,更 なる再 灌流 障害抑 制効果 が得 ら
れ るかを検討 して いる。結 果,冷 保存前灌流液ヘエ ダラボ ンを添加す ることで,胆 汁産 生量 の増
加,ア ポ トー シスの抑制が認 め られ た。 更 に,活 性酸素種 と細胞 シグナル伝達系 が密接な関係 に
あ る ことか ら,エ ダラボ ン添加 と細胞内 シグナルの検討 も合 わせて行 って いる。 その検 討で は,
再 灌 流時 のエ ダ ラボ ン添加 に よ りp38MAPK,ERK活 性 の抑制 が認 め られたが,エ ダ ラボ ン
添加 時 期 による シグナ ル伝達系 への作用の差,再 灌流障害抑 制 との関係 等 につ いては更 な る検討
が必 要 と考え られ る。
以 上 のよ うに,本 研 究は,冷 保存前灌流による細胞障害保護作用 の機 序 を一部明 らか に した点,
灌流 液 へのエダ ラボ ン添加 が細胞 保護 作用 を増 強 し,エ ダラボ ン添加冷保 存前灌流 が心 停止 グラ
フ トを用 いた移植 にお いて有望 な一手段 とな りうることが示 された点 において非常 に有 意義な検
討 で ある。
よ って,本 論文 は博士(医 学)の 学位論文 と して合格 と認 め る。
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